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© Verfahren zur Stabilisierung von biologisch aktiven Substanzen in immobilisierter Form. 



@ Beispielsweise fur die Immundiagnostik bestimmte biologisch aktive Substanzen in immobilisierter Form 
dOrfen bei der Immobilisierung und der anschlieflenden Oberfuhrung in Trockenprodukte ihre AktiviUSt nicht 
verlieren und sollen in getrockneter immobilisierter Form moglichst lange unverandert aktiv bleiben. 

Indem man die immobilisierten biologisch aktiven Substanzen in Qegenwart eines Gemischs aus einem Oder 
mehreren Zuckeralkoholen mit einem Kristallisationsverzogerer, insbesondere in Form von hydrierten Oligosac- 
chariden, trocknet, kflnnen Trockenpraparate mit verbesserter Aktivitat und Lebensdauer hergestellt werden. 

Biochemie, Biotechnologie und Immundiagnostik. 
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Verfahren zur Stabilisierung von biologisch aktiven Substanzen in immobilislerter Form 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Stabilisierung von biologisch aktiven Substanzen in immobilisier- 
ter Form, bei dem die immobilisierten biologisch aktiven Substanzen in Gegenwart eines inerten Fullstoffs 
getrocknet werden. Derartige Verfahren sind irn Bereich der Biochemie, der Biotechnologie und der 
Immundiagnostik von grofier Bedeutung. 

5 Unter "biologisch aktive Substanzen" sind dabei insbesondere Enzyme, Enzyminhibitoren, Antigene, 
Antikorper, Organellen und ganze Zellen sowie Bestandteile derartiger Substanzen zu verstehen, wobei 
diese biologisch aktiven Substanzen Uberwiegend proteinischer Natur sind. 

Wenn derartige biologisch aktive Substanzen in eine immobilisierte Form QberfOhrt werden, lassen sich 
ihre funktionellen Eigenschaften fGr die Durchfdhrung heterogener Reaktionen in der Festphasenbiochemie 

w ausnutzen. Derartige Reaktionen sind beispielsweise Substratumsetzungen mit Hilfe immobilisierter Enzy- 
me, Organellen oder ganzer Zellen sowie. insbesondere auch heterogene Immunoassays, die auf der 
Durchfuhrung immunologischer Reaktionen mit Hilfe immobilisierter AntikBrper bzw. Antigene beruhen. 

Die Immobilisierung der biologisch aktiven Substanzen erfolgt dabei auf festen Tragermaterialien 
verschiedener Art, wobei insbesondere eine Immobilisierung an polymeren Tragermaterialien oder Glas- 

75 oberflachen durchgefuhrt wird. Die Immobilisierung an polymeren TrSgern erfolgt dabei je nach der Natur 
des Tragermaterials und der zu immobilisierenden Substanz durch physikalische Adsorption auf den 
Oberflachen der natUrlichen oder synthetisch hergestellten festen Tragermaterialien, durch kovaiente 
Bindung uber funktionelle reaktive Gruppen oder durch Einschluflfixierung in die Poren vernetzter Gele. 
Damit die funktionellen Eigenschaften der immobilisierten biologisch aktiven Tragermaterialien im 

20 gewiinschten Sinne ausgenut2t werden konnen, ist es Voraussetzung, dafi bei der Immobilisierung die 
biologische Aktivitat nicht oder nur unwesentlich beeintrachtigt wird. Urn eine derartige Beeintrachtigung zu 
vermeiden, mussen die jeweiligen Immobilisierungsverfahren und die Reaktionsbedingungen bei der Immo- 
bilisierung in geeigneter Weise gewahlt werden. 

insbesondere dann, wenn die immobilisierten biologisch aktiven Substanzen nicht sofort in die beab- 

25 sichtigten heterogenen Reaktionen eingesetzt werden konnen, und das ist bei alien Handelsprodukten der 
Fall, ist nicht nur die Erhaltung der biologischen Aktivitat direkt bei der Immobilisierung von Bedeutung, 
sondern diese biologische Aktivitat der Immobilisate muJ3 uber einen langen Zeitraum, der sich von einigen 
Monaten bis zu einigen Jahren erstrecken kann, erhalten.bleiben, und zwar vorzugsweise unter Bedingun- 
gen, unter denen derartige Immobilisate gut aufbewahrt werden konnen. 

30 Die MSglichkeit einer Aufbewahrung der Immobilisierungsprodukte in einem trockenen Zustand weist 
dabei gegenuber der Aufbewahrung im feuchten Zustand zahlreiche evidente Vorteile auf. In vielen Fallen 
ist die Bereitsteilung der Immobilisierungsprodukte in trockenem Zustand sogar eine unabdingbare Voraus- 
setzung fur deren praktische Nutzbarmachung. 

Zur Gewinnung trockener Produkte mu/J sich daher an die Immobilisierung ein Trocknungsschritt 

35 anschlie/Jen, fur den einfache Lufttrocknung, Trocknung im Vakuum oder Gefriertrocknung zur Auswahl 
stehen. Es hat sich nunmehr jedoch gezeigt, dafl eine einfache Trocknung von immobilisierten biologisch 
aktiven Substanzen sehr haufig zu einem vollstandigen oder teilweisen Verlust der biologischen Wirksam- 
keit fuhrt, der insbesondere nach langerer Aufbewahrungszeit spUrbar wird. 

Der Grad des Verlusts der biologischen Wirksamkeit hangt dabei von den Eigenschaften und der Natur 

40 der immobilisierten biologisch aktiven Substanz, von den Eigenschaften des zur Immo bilisierung verwende- 
ten Tragermaterials sowie von der Art der Trocknung ab. Immobilisierte Antikorper bUflen dabei sehr haufig 
wahrend einer Aufbewahrung im trockenen Zustand einen Teil ihrer immunologischen Eigenschaften ein, so 
dafl die bestimmungsgema/te Verwendung derartiger immobilisierter Antikorper durch einen mit der Dauer 
der Aufbewahrung zunehmenden Verlust an Sensitivitat und Prazision in der Analyse eingeschrankt wird. 

45 Es ist nunmehr bereits bekannt, dafl die Verluste an Wirksamkeit der biologisch aktiven Substanzen bei 
der Trocknung dadurch verrnindert oder sogar ganz vermieden werden konnen. wenn man die Trocknung 
unter geeigneten Bedingungen in Gegenwart von FQIIstoffen durchfUhrt So ist es aus der US-PS 3 133 001 
bekannt da/3 AktivitStsverluste bei der Trocknung von Enzymen vermieden werden ko'nnen, wenn den 
Losungen der Enzyme vor der Trocknung, insbesondere der Gefriertrocknung, als Filllstoffe wirkende 

so Disaccharide zugesetzt werden. 

Aus der DE-PS 29 52 815 ist es ferner bekannt, dafl die Trocknung in Gegenwart von Fullstoffen auch 
bei den noch krftischeren immobilisierten biologisch aktiven Substanzen (Proteinmaterialien) den AktivitSts- 
verlust verrnindert. Die DE-PS 29 52 815 betrifft dabei die Gefriertrocknung von Suspensionen von an 
teilchenformigen Tragermaterialien immobilisierten Eiweiflstoffen in Gegenwart von inerten wasserloslichen 
festen FQIimitteln, wobei als derartige FOIImittel anorganische Salze, Kohlenhydrate. Proteine oder syntheti- 
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sche Polymere. insbesondere feste Polyalkyienglycole. genannt sind. In der GB-Patentanmeldung 2 124 
231 ist die Stabilisierung von an feste Trager gebundenen Antikorpern oder Antigenen durch Uberziehen 
mit immunologisch inerten Proteinen wie beispielsweise Serumalbumin, Gelatine und abgebaute Gelatine 
beschrieben. 

Es hat sich nunmehr jedoch gezeigt, dafl der Stabilisierungseffekt der bisher in diesem zusammenhang 
diskutierten Substanzen unzureichend war, insbesondere im Falle empfindlicher Antikorper und Antigene, 
die im Bereich der Immundiagnostik von SchilddrQsenzustanden Verwendung finden. 

Es ist somit Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur Stabilisierung von biologisch aktiven 
Substanzen in immobilisierter Form, bei dem die immobitisierten biologisch aktiven Substanzen in Gegen- 
wart eines inerten Fullstoffs getrocknet werden, zu schaffen, das im Hinblick auf eine Verhinderung von 
Aktivitatsverlusten selbst bei langerer Lagerdauer wirksamer ist ais die vorbekannten Verfahren. 

Diese Aufgabe wird bei einem Verfahren der genannten Art dadurch gelSst, dafl das im Patentanspruch 
1 definierte Gemisch aus einem Zuckeraikohol und einem kristallisationsverzogernd wirkenden Anteil an 
hydrierten Oligosacchariden oder Zuckeralkohol-Derivaten als FGIIstoff verwendet wird. 
75 Vorteilhafte Ausgestaitungen des erfindungsgemafien Verfahrens sind den Unteranspruchen zu entneh- 
men. 

Bei dem erfindungsgemaflen Verfahren werden die zu trocknenden Immobilisierungsprodukte, insbe- 
sondere fQr die immunoiogische in-vitro-Analyse bestimmte immobilisierte Antikorper und Antigene, vor 
ihrer Trocknung mit einer waflrigen oder gepufferten LSsung eines kristallisationsverzogerten Gemischs, 
das als Hauptbestandteil einen niedermolekularen geradkettigen Zuckeraikohol enthalt, behandelt. 

Die als Kristallisationsverzb'gerer anwesenden Substanzen sind chemisch den Zuckeralkoholen ver- 
wandt und sind insbesondere hydrierte Oligosaccharide, kflnnen beispieisweise aber auch Zuckeralkohol- 
Derivate vom in der US-PS 2 172 357 erwahnten Typ sein. 

Der Begriff "ZuckeralkohohDerivate" umfaBt somit insbesondere verzweigtkettige Desoxyhexite und 
-pentite und Anhydroderivate der Zuckeralkohole, wobei Sorbitane, insbesondere 1,4-Sorbitane, bevorzugte 
Zuckeralkohol-Derivate sind. 

Eine besonders gute stabilisierende Wirkung wurde bei der Verwendung einer watfrigen Losung einer 
Mischung aus D-Sorbit mit hydrierten Oligosacchariden, die durch Hydrierung von Glucosesirup als 
Ausgangsmaterial erzeugt wurde, erhalten. Der Anteil des D-Sorbits am gesamten Feststoffgehalt einer 
30 solchen waffrigen Losung liegt dabei im Bereich von 50 bis 95 Gew.-%, vorzugsweise von 70 bis 90 Gew.- 
%. Der Anteil an hydrierten Oligosacchariden, der die gewunschte Kristallisationsverzogerung bewirkt, liegt. 
bezogen auf den Feststoffgehalt, liblicherweise im Bereich von 1 bis 6 Gew.-%. Das Gemisch kann neben 
D-Sorbit in geringeren Mengen auch noch andere Substanzen von verwandter chemischer Natur enthaiten, 
wobei insbesondere Mannit zu nennen ist. dessen Anteil bis zu 8 % betragen kann. Die durch Trocknung 
35 derartiger Losungen erzeugten Zuckeralkohol-Gemische zeigen, wenn uberhaupt, erst bei ungewohnlich 
niedrigen Temperaturen Kristallisationserscheinungen. Der Grad der Kristallisation kann dabei leicht Qber 
den Anteil an hydrierten Oligosacchariden im Gemisch beeinfiuflt werden. Bestimmte, fur die Zwecke des 
erfindungsgema/ien Verfahrens geeignete Gemische aus D-Sorbit und hydrierten Oligosacchariden sind 
dabei als Handelsprodukte erhaltlich (Karion (Wz) F und FP der Firma Merck). 

Es ist bekannt, da/J stark hygroskopische Substanzen, wie beispielsweise Glycerin und Glycole.in 
feuchter Umgebung Wasser sehr schnell aufnehmen und in trockener Umgebung sehr schnell wieder 
abgeben. Bei biologisch aktiven Substanzen fQhren derartige Schwankungen des Feuchtigkeitsgrades zu 
Aktivitatsverlusten. Die erfindungsgema/J zu verwendenden Zuckeralkohol-Gemische stellen dagegen ein 
Mittel dar t das aufgrund seiner relativ geringen HygroskopizitSt den Feuchtigkeitsgrad von immobilisierten 
Proteinen in besonderer Weise unabhangig von der Feuchtigkeit der Umgebung reguliert und damit eine 
proteinstabiiisterende Wirkung entwickelt. 

Wie nachfolgend anhand von Vergleichen mit als Stabilisatoren diskutierten FGHmitteln nachgewiesen 
wird, ist die durch die erfindungsgemaB zu verwendenden Gemische erzielte Stabilisierung erhebiich besser 
als eine Stabilisierung mit bekannten FGHmitteln, auch wenn diese in ihrer chemischen Natur relativ Bhnlich 
so sind. 

Die erfolgreiche Stabilisierung ist grade fur immundiagnostische in-vitro-Analysen, wie Radio-, Enzynv, 
Fluoreszenz- und Lumineszenz-lmmunoassays von hochster Bedeutung, wenn diese schnell und sicher 
durchgefuhrt werden soilen, da in diesen Fallen die an Festkorper gebundenen Antikorper bzw. Antigene 
Uber einen langen Zeitraum stabil sein mussen. Die Festkorper.die in Immunoassays Verwendung finden, 
konnen mikropolymere Partikel oder magnetisierbare Partikel mit einem Korndurchmesser von etwa 1 urn 
sein, oder sie kSnnen bis zu 6 mm grofle Kunststoff-Kugeln sein. Aus praktischen GKinden besonders 
bevorzugt sind die FestkSrper jedoch Mikrotiterpiatten Oder Rohrchen aus Polystyrol, Polypropylen, 
Polyamid, Polyethylen und Mhnlichen Kunststoffen. Die Vorteile des erfindungsgema/ten Verfahrens zeigen 
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sich in diesen Fallen besonders ausgepragt, namlich wenn Antlkorper oder Antigene adsorptiv oder 
kovaient an Mikrotiterplatten oder an die inneren Oberflachen von Rohrchen gebunden sind, d. h. wenn die 
in der Immundiagnostik unter dem Namen Coated tube-Technik bekannte Technik gewahlt werden soli. 
Ein spezieiler, in den Beispielen noch naher erlauterter Anwendungsfall betrifft die Immobilisierung von 
5 monoklonaien oder polyklonalen anti-human Thyreotropin (hTSH)-Antikorpern an den inneren OberflMchen 
von Poiystyrol-Rohrchen, die zuvor durch chemische und/oder physikalische Behandlung zur Adsorptions- 
immobilisierung vorbereitet worden sein konnen, mit deren Hilfe sich in der immundiagnostischen in-vitro- 
Analyse die TSH-Konzentrationen in Humansera bestimmen lassen. Es hat sich jedoch gezetgt, da/? die 
hervorragenden Stabilisierungseigenschaften der erfindungsgema/? zu verwendenden Gemische sich auch 
to bei anderen Antikdrpern und Antigenen zeigen. wobei insbesondere die auf dem engeren Interessengebiet 
der Anmelderin liegenden Substanzen wie anti-T3-Antikorper, anti-T4-Antikorper, anti-PTH-Antikfirper und 
anti-Thyreoglobulin-Antikorper sowie T4- und T3-Antigene geprtift wurden. 

Das erfindungsgemSfle Verfahren wird in der Praxis bequemerweise so durchgefOhrt, dafl die- bei der 
Immobilisierung erhaitenen Produkte vor der Trocknung ein- oder mehrmals mit der LBsung des 
re Zuckeralkohol-Gemischs manuell oder mit Hilfe von Automaten gewaschen oder einfach in eine solche 
Losung getaucht werden. Die notwendige Bnwirkungszeit wird bestimmt durch die Art der jeweiligen 
biologisch aktiven Substanz sowie auch durch die Art und die Konzentration der Behandlungslosung. Die 
notwendige Einwirkzeit kann dabei von wenigen Minuten bis zu einigen Stunden liegen und anhand 
einfacher Vorversuche ohne Schwierigkeiten errnittelt werden. Die zur Erreichung des gewQnschten Stabili- 
20 sierungseffektes bei den Immobilisierungsprodukten Oblichen Einwirkungszeiten liegen bei 30 bis 120 min. 

Das Gemisch aus Zuckeraikohl und kristallisationsverzogernd wirkenden hydrierten Oligosacchariden 
biidet bei dem an schlieflenden Trockenvorgang auf dem festen, insbesondere polymeren Tr^germaterial 
eine homogene und feste. nicht durch kristailisierende Bereiche unterbrochene oder porose Schutzschicht 
aus und unterscheidet sich in dieser Eigenschaft von anderen bekannten Stabilisatoren. Aufgabe der 
25 Schutzschicht ist es, durch einen chemisch-physikalisch und mechanisch wirkenden Stabiiisierungseffekt 
die bioiogische Wirksamkeit der Immobilisierungsprodukte Ober einen langen Zeitraum zu gewahrleisten. 
Der chemisch-physikaiische Schutzeffekt kann durch die Ausbildung von WasserstoffbrUcken, durch die 
Unterstutzung von van-der-Waais-Bindungen sowie als eine Fixierung der Molekuigeometrie der biologisch 
, wirksamen Substanz .gedeutet werden. Der mechanisch wirksame Stabiiisierungseffekt des gebildeten 
30 festen Films aus dem erfindungsgem§/3 zu verwendenden Zuckeralkohl-Gemisch betrifft beispielsweise die 
Regulierung des Feuchtigkeitsgehalts der immobilisierten Substanz. Au/terdem verhindert der feste Film 
eine nachtragliche. durch die lange Aufbewahrungszeit an sich begCinstigte mikrobielle Kontamination. 

Die Schichtdicke der Schutzschicht wird fur ein bestimmtes Immobilisierungsprodukt fur den konkreten 
Fall in Vorversuchen festgelegt. Sie hangt von der Art und den Eigenschaften des Zuckeralkohols. der 
35 biologisch aktiven Substanz, dem zur Immobilisierungsreaktion verwendeten Tragermaterial und der beab- 
sichtigten Verwendungsart ab. Die Feststoffkonzentration des Gemischs aus niedermolekularem Zuckeraiko- 
hol und hydrierten Oligosacchariden in der waflrigen oder gepufferten wafirigen Losung kann in jedem 
* Einzelfall unter Berucksichtigung des Sfabilisierungseffekts und des optischen Aussehens der Immobilisate 
variiert werden. Als besonders gdnstig haben sich dabei die bevorzugten Feststoff-Konzentrationen von 0,1 
40 bis 10 Gew.-%, insbesondere von 1 bis 5 Gew.-% erwiesen. Eine fur die meisten Anwendungszwecke 
geeignete vorzugsweise Feststoffkonzentration betragt 3 Gew.-%. 

Es kann sich im Einzelfall als zweckmsiflig erweisen, zusatzlich zu dem erfindungsgema^ zu verwen- 
denden Gemisch weitere die Stabilisierung der biologisch aktiven Substanz fordernde und unterstOtzende 
Fullstoff-Substanzen zuzusetzen. 
45 Nach der Behandlung der auf den Tragermaterialien immobilisierten biologisch aktiven Substanzen mit 
einer waflrigen Losung des erfindungsgemaa zu verwendenden Gemischs erfolgt eine Trocknung an der 
Luft, im Vakuum oder, vorzugsweise, durch Gefriertrocknung. 

Die bioiogische AktivitMt der biologisch aktiven Substanzen wird durch die Gefriertrocknung der 
Immobilisate in Gegenwart des erfindungsgemafl zu verwendenden Gemischs nicht rnerklich vermindert. 
so Die sich beim Trocknen bildende Schutzschicht besteht aus den festen Bestandteilen der eingesetzten 
Behandlungslosung und bewahrt die bioiogische Wirksamkeit Uber einen langen Zeitraum. 

Die gebildete Schutzschicht besteht aus einem klaren, durchslchtigen, farblosen FilmOberzug und 
beeintrachtigt in keiner Weise das optische Aussehen der Immobilisierungsprodukte. Die Schutzschicht ISst 
sich sofort ohne weiteres auf, ohne dafl gerUhrt oder geschGttelt werden mufl, wenn die lmmobilisierungs- 
55 produkte bestimmungsgemS/J mit einer wa/lrigen Losung oder mit KBrperflOsslgkeiten wie Blut, Plasma und 
Serum in Kontakt gebracht werden. Im Falle der immundiagnostischen in-vitro-Analyse stCren die Bestand- 
teile des Gemischs aus Zuckeralkohol und hydrierten Oligosacchariden in keiner Weise die durchzufOhren- 
den Bestimmungen. Ein der eigentlichen immundiagnostischen In-vitro-Analyse vorausgehender zusStzii- 
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cher, das Testverfahren erschwerender Schritt zur EHrninierung der Bestandteile des FUlistoffs ist somit 
nicht notwendig. 

Enthalt das zu trocknende Immobilisierungsprodukt keinen Zusatz eines nicht kristallisierenden, nieder- 
molekularen Zuckeralkohols, so nimmt die biologische Wirksamkeit bei der Aufbewahrung des Immobilisats 
5 in trockenem Zustand schon nach sehr kurzer Zeit zunehmend ab, wodurch die Eignung der Immobilisie- 
rungsprodukte fQr die gewunschte Verwendung eingeschrSnkt wird. 

Unter der bei der Trocknung gebildeten homogenen Schutzschicht, vorzugsweise unter der Schutz- 
schicht aus D-Sorbit und hydrierten Oligosacchariden, kSnnen die Immobilisierungsprodukte einen langen 
Zeitraum bis zu ihrer Verwendung ohne Aktivitatsverlust gelagert werden. 
70 Somit gestattet es die Erfindung, auf anorganische TrSger, wie Glas, auf vollsynthetische polymere 
Trager, beispielsweise auf der Basis von Polystyrol, Polyvinylchlorid, Poiyamid, Polyethylen, auf naturliche 
polymere Trager, beispielsweise auf Dextrane Oder Alginate, kovalent Oder adsorptiv immobiiisierte biolo- 
gisch aktive Substanzen im trockenen Zustand Ober einen Zeitraum von einigen Monaten bis zu einigen 
Jahren stabil zu erhalten. 

15 Dadurch wird die industrielle Anwendungsmoglichkeit biologisch aktiver Substanzen, d.h. die Schaffung 
von Handelsprodukten wie Kits fGr die Immundiagnostik, insbesondere Coated-tube-Kits, erheblich erleich- 
tert. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand von konkreten Ausfiihrungsbeispieien und Vergleichsbeispieien 
noch naher erISutert 

20 
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25 a) Immobilisierung von arrti-hTSH-Antikorpern durch Adsorption auf Polystyrol-RShrchen 

9,68 g Trishydroxymethylaminomethan und 4,64 g Natriumchlorid werden in 8 I destilliartem Wasser 
gelost, und die LSsung wird mit verdOnnter Saizsaure auf pH 7,8 titriert 

In der PufferlQsung werden 20 mg eines mbnoklonalen anti-hTSH-Antikorpers gelost, und die LSsung 
30 wird 30 min unter RUhren oder Schutteln equilibriert. 

Die AntikQrper-LSsung wird in Portionen von 300 m pro Rohrchen mittels eines Pipettierautomaten auf 
22000 PolystyrolRBhrchen verteilt. 

Die Immobilisierung der Antikfirper auf den Oberflachen der Polystyrol-Rohrchen erfolgt durch physika- 
lische Adsorption innerhalb von 20 h bei Raumtemperatur oder bei 4 bis 8*0. Anschlie/tend wird 
35 tiberschussiger Antik5rper durch einfaches Waschen mit Wasser entfernt 



b) Stabilisierung der unter a) immobilisierten anti-hTSH-Antikorper und Trocknung der beschichteten 
Rohrchen 

40 

4,5 kg eines Gemischs aus D-Sorbit und hydrierten Oligosacchariden (Handelsprodukt Karion (Wz) F), 
750 g Bovines Serumalbumin BSA und 7,5 g Natriumazid werden in 150 I destilliertem Wasser gelost. 

Mit dieser Losung werden die Rdhrchen befullt, und die Losung wir 2 h in den Rohrchen gelassen. 
Anschlie/Iend wird die Losung dekantiert, und die Rohrchen werden durch Lyophilisation getrocknet. 
45 Bis zu ihrer Verwendung werden die Rohrchen bei 4 bis 8°C oder bei Raumtemperatur ohne weitere 
SchutzmaBnahmen vor denaturierenden EinflQssen gelagert; 



c) Charakterisierung der immobilisierten und stabilisierten anti-hTSH-Antikorper 

50 

Die mit der Stabilisierungsl5sung behandelten immobilisierten anti-hTSH-Antik6rper werden in einem 
immunoradiometrischen Assay hinsichtlich ihres Antigen-Bindungsverhaltens und ihrer Prazision charakteri- 
siert. 

Die Charakterisierung erfolgt mit einem zweiten J-125-markierten anti-TSH-Antikorper in Gegenwart 
55 einer vorgegebenen Menge bis zu 80 mU/l TSH in Humanserum. Nach einer 2stGndigen Inku bation der 
immobilisierten und stabilisierten anti-hTSH-Antikorper mit 200 ul TSH enthaltendem Humanserum und 100 
Ul des radioaktiv markierten zweiten AntikSrpers unter Schutteln bei Raumtemperatur wird die von den 
immobilisierten arrti-hTSH-Antikorpern gebundene Radioaktivitatsmenge in einem Gammacounter gemes- 
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sen. Die von den stabilisierten anti-hTSH-AntikQrpern auf der RShrchenoberflache gebundene Menge an 
Radioaktivitat ist der Menge an gebundenem TSH direkt proportional. 

Die Prazision des Antigen-Bindungsverhaltens der stabilisierten AntikQrper wird durch Bestimmung des 
Variationskoeffizienten VK (%) rechnerisch nach der folgenden Beziehung ermittelt: 
VK = s/n x 100, worin s = Standardabweichung, n = Anzahl der Bestimmungen. 



Beispiel 2 

Die nach Beispiel 1a) immobilisierten Antikorper werden mit einer Losung aus 7,5 kg eines 
Zuckeralkohol-Gemischs in Form des Handelsprodukts Karion (Wz) FP und 7,5 g Natriumazid in 150 i 
destiiliertem Wasser zur Stabilisierung behandelt. 

Die Losung verbleibt zur Stabilisierung 30 min in den Rohrchen, Die Trocknung erfolgt durch 
Lyophilisation. 



Beispiel 3 

Die Stabilisierung der gemafl 1a) immobilisierten Antikorper erfolgt mit einem Gemisch aus 4,5 kg eines 
Zuckeralkoholgemischs in Forms des Handelsprodukts Karion (Wz) F, 10 I einer 3%igen gepufferten und 
sterilfiltrierten Losung aus Eialbumin und 7,5 g Natriumazid in 150 I destiiliertem Wasser. 

Die Rohrchen werden mit jeweils 2 mal 5 ml dieser Losung unter Verwendung einer automatischen 
Waschvorrichtung gewaschen. Die Dauer eines Waschvorgangs betragt 1 min. Anschlieflend werden die 
Rohrchen lyophil Oder an der Luft getrocknet. 



Beispiel 4 (mit Vergleichen) 

Die auf Polystyrol-Rohrchen adsorptiv immobilisierten monoklonalen anti-hTSH-Antikorper wurden mit 
verschiedenen, in der nachfolgenden Tabelle 1 angegebenen Stabilisatoren in Form ihrer wa/Jrigen Losun- 
gen behandelt und anschlie/tend durch Lyophilisation getrocknet Danach wurde die Aktivitat der erhaltenen 
Produkte in einem immunoradiometrischen Assay nach Zeitraumen von 1, 2, 4, 8 und 16 Wochen 
bestimmt. 

Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 1 zusammengefa/it 

Tab. 1 



Aktivitaetserhalt von immobilisierten 
anti-hTSH-Antikoerpern nach vergleichender 



Behandlung mit Karion F und anderen bekannten 


Stabilisatoren (Anfangsaktivitaet = 


100%) 


Aktivitatserhalt 


' Wochen 


Stabilisator 


1 


2 


4 


8 


16 


Karion F 


100 


100 


99 


99 


97 


Sorbit 


95 


80 


77 


68 


60 


Glucose 


93 


80 


73 


70 


55 


Saccharose 


93 


82 


73 


65 


56 


Glycerin 


50 


33 


10 







* Ein beginnender Denaturierungsprozefl der immobilisierten Antikorper ist. noch bevor es zu einer 
meflbaren Anderung der Bindungsaktivitat kommt, an einem zunehmenden Verlust an Prazision bei der 
immunologischen Reaktion zu erkennen. Aus dern Verlauf der uber die Dauer der Aufbewahrung errnittelten 
Prazision der Antikorper-hTSH-Reaktion, ausgedrQckt als Variationskoeffizient VK (%), laflt sich daher der 
Bnflufl und die Gate der stabilisierenden Substanzen ermitteln. Tabelle 2 enthalt die Ergebnisse der 
Untersuchung der stabilisierenden Wirkung anhand von VerMnderungen des Variationskoeffizienten VK (%) 
nach 0, 4, 8. 16, 32 und 48 Wochen. 
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Tab. 2 



70 



75 



Langzeit-Praezision (VK %) von TSH-Antikoerpem 
beschichteten Polystyrol-Roehrchen nach Behandlung mit 
Karion F und anderen bekannten Stabilisatoren 



Prazision 






Wochen 






(VK %, 














n = 10) 














Stabifisator 


0 


4 


8 


16 


32 


48 


Karion F 


1.8 


2,0 


2,3 


2,3 


2,7 


2,7 


Saccharose 


3.2 


4,1 


5,1 


5,8 






Glucose 


2,9 


3,8 


5,3 


6,4 






Glycerin 


12,4 


20,6 











20 



Die in den Tabellen 1 und 2 zusammengefaflten Untersuchungsergebnisse belegen eindeutig, dafi die 
Stabilisierungswirkung eines erfindungsgemafi zu verwendenden Gemischs diejenige von Saccharose, 
Glucose und Glycerin sowie von Sorbit allein erheblich ubertrifft. 



Beispiel 5 



25 



Der Einftufl der Feststoffkonzentration des Gemischs aus Zuckeraikohol und hydrierten Oligosacchari- 
den auf die Stabiiisierung wurde unter Verwendung von RShrchen gemafl den Beispielen 1 bis 3 anhand 
der VerMnderung des Variationskoeffizienten wie in den vorausgehenden Beispielen bestimmt. 

Es wurden die in Tabelle 3 zusammengefaflten Ergebnisse erhalten. 
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Tab. 3" 



35 



40 



45 



Einflufl der Karion F - 


Konzentration auf die Prazision 


der TSH-Antikorper 


beschichteten 


Polystyrol-Rohrchen 


Karion F- 


Prazision (VK 


Konzentration 


%, n = 10) 


(Gew.-%) 




0 


12,3 


1 


3.1 


2 


2,7 


3 


1,6 


5 


1,6 


10 


2.0 



Es zeigt sich, da/J Feststoffkonzentrationen von 1 bis 5 Gew.-%, insbesondere von etwa 3 Gew.-%, 
besonders gute Ergebnisse liefern. 

Weitergehende Versuche zeigten, da/1 das erfindungsgemafle Verfahren nicht nur speziell zur Stabiiisie- 
rung von anti-hTSH-Antikerpern wirksam ist, sondern dafl ahnlich vorteilhafte Ergebnisse auch im Falle von 
anti-T3-Antikorpem, anti-T4-Antikorper, anti-PTH-Antikorpern und anti-Thyreoglobulin-Antikorpern sowie 
auch im Falle von immobilisierten T4- und T3-Antigenen erhalten werden. 



7 



EP 0 336 231 A2 



Anspruche 



75 



20 



25 



1. Verfahren zur Stabilisierung von biologisch aktiven Substanzen in immobiiisierter Form, bei dem die 
.mmobrhsierten biologisch aktiven Substanzen in Gegenwart eines inerten Fiiilstoffs getrocknet werden 

s^cSSsssiSi* sin * 8in,m ^ * 

worin n eine ganze Zahl von 2 bis 4 ist, 

und einem kristallisationsverzogernd wirkenden Anteil an hydrierten Oligosacchariden oder Zuckeralkohol- 
Denvaten verwendet wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dafl der Zuckeralkohol D-Sorbit ist und 50 bis 
95 Qew.-% des Feststoffgehalts das in Form einer wSflrigen LSsung eingesetzten Qemischs bildet 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet, dafl das Qemisch aus Zuckeralkohol(en) 
und Knstallisationsverzogerern in Form einer waflrigen Ldsung mit einer Feststoff-Konzentration von 0 1 bis 
I vor2 " 9Sweise 1 bis 5 Gew - % - auf di e immobilisierten biologisch aktiven Substanzen aufge- 
bracht und danach durch Lufttrocknung, Vakuumtrocknung oder Gefriertrocknung aufgetrocknet wird 
wmi-. V f tT ™? * nem d8r Ans P rQch * 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, dafl die immobilisierten 
b<olog,sch akfcven Substanzen auf Mikrotiterplatten oder an der Innenwand eines KunststoffrShrchens 
adsorbiert und dadurch immobilisiert vorliegen (Coated tube-Technik). 

5. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. dafl die immobilize 
biologisch aktive Substanz ein mono- oder polyklonaler Antikorper oder ein Hapten oder ein Antigen ist 

8. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl die immobilize biologisch aktive 
buostanz ein mono- oder polyklonaler anti-human Thyreotropin-Anti kdrper (hTSH-Ak) ist 

h in (n 7 ' V f a If n ft ei " em dSr An8 P rache 1 b,s 6 - dadu «* gekennzeichnet, dafl die immobilisierten 
biologisch aktoven Substanzen zum Aufbringen des Gemischs aus Zuckeralkohol und Kristallisationsverzo- 
gerern mrt einer wSflrigen LSsung dieses Gemischs ein- oder mehrmals gewaschen oder in eine solche 

»2T 9 = KL GtaUCht Werd , en ' W0r8Uf man dfe L8sun9 30 bis 120 min auf die immobilisierten biologisch 
aktiven Substanzen einwirken ISflt. " 
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40 



45 



50 



55 
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